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Resumen

La demanda de productos minimamente procesados es creciente. Su inocuidad es un tema que
preocupa tanto a procesadores, como a agencias de regulacion y a consumidores. Las industrias han
tenido que buscar métodos mas eficaces para evitar el deterioro por microorganismos y mejorar la vida
atil. Se considera que una sanitizacion es segura si el sanitizante logra reducir 5 log (99,999 %
eficiencia) la concentracion de bacterias y 4 log (99,99 % eficiencia) la concentracion de mohos. Se
estudio el efecto del agua ozonizada sobre bacterias patdgenas como Bacillus cereus, Pseudomonas sp.,
Escherichia coli, Sthaphylococcus aureus y Salmonella sp. y sobre hongos fitopatdgenos, micotoxigénicos y
alterantes de frutas y hortalizas como Aspergillus niger, Penicillium digitatum, Alternaria alternata y
Cladosporium cladosporioides. Se realizaron ensayos in vitro mediante el Test de Suspension a 2
concentraciones de 0zono en agua y 4 tiempos de exposicion. Se logré determinar el siguiente orden
descendente de resistencia en bacterias: B. cereus, Pseudomonas sp., E. coli, S. aureus y Salmonella sp.
Se logro determinar el siguiente orden descendente de resistencia en mohos: A. niger, P. digitatum, A.
alternata y C. cladosporioides. Se realizaron ensayos sobre hojas de lechuga, que contenian inoculadas
las bacterias en estudio, con agua ozonizada ([2 ppm], por 5 minutos) y sobre naranjas enteras, que



120 Rev. Venez. Cienc. Tecnol. Aliment. 4(1):119-131.

contenian inoculadas conidios de los mohos en estudio, con agua ozonizada ([3 ppm], por 15 minutos).
En ninguno de los ensayos se logré reducir mas de 3 log la concentracion de microorganismos.
Teniendo en cuenta que las altas concentraciones de microorganismos inoculados en los ensayos (10° -
107 células/mL para bacterias y 10° - 10° conidios/mL para mohos) no se encuentran normalmente en
estos alimentos frescos, se puede inferir que el ozono podria utilizarse como sanitizante.

Palabras claves: agua ozonizada, control de microorganismos patogenos y alterantes, productos
minimamente procesados, sanitizacion de frutas y hortalizas.

Abstract

The demand for minimally processed products is growing. Safety is a subject that concerns both
processors, as consumers and regulatory agencies. Industries have had to find more effective methods
to prevent spoilage by microorganisms and improve shelf-life. Sanitization is a considered safe if the
sanitizer is able to reduce 5 log (99,999 % efficiency) the concentration of bacteria and 4 log (99,99 %
efficiency) the concentration of fungi. The ozonated water effect on pathogens bacteria such as Bacillus
cereus, Pseudomonas sp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella sp., and
phytopathogenic, mycotoxigenic and spoilage fungi as Aspergillus niger, Penicillium digitatum, Alternaria
alternata and Cladosporium cladosporioides was studied. In vitro assays were performed using a
Suspension Test at 2 concentration of ozone in water and 4 exposure times. It was possible to
determine the following descending order or resistance in bacteria: B. cereus, Pseudomonas sp., E. coli,
S. aureus and Salmonella sp. It was possible to determine the following descending order of resistance
in fungi: A. niger, P. digitatum, A. alternata and C. cladosporioides. Test were performed on lettuce
leaves, containing inoculated bacteria under study, with ozonated water ([2 ppm], for 5 minutes), and
whole oranges, containing inoculated conidia of fungi in study with ozonated water ([3 ppm], for 15
minutes). In none of the tests were reduced 3 log concentrations of microorganisms. Considering that
high concentrations of microorganisms inoculated in tests (10° — 10’ cells/mL for bacteria and 10° — 10°
conidia/mL for fungi) are not normally found in these fresh foods, can be inferred that the ozone could
be used as a sanitizer.

Keywords: control of pathogenic and spoilage microorganisms, minimally processed products,
ozonated water, sanitization of fruits and vegetables.

INTRODUCCION

En la industria de alimentos y bebidas,
la calidad es un requisito para la aceptacion del
producto por parte del consumidor, y hablar de
calidad total o calidad integral, significa que
todas las operaciones industriales de
fabricacion estén sujetas a procedimientos
aceptables de acuerdo con los requerimientos
de las autoridades sanitarias (\Vasconcellos,
2004). Estas industrias comunmente favorecen

el crecimiento de microorganismos en las
superficies de trabajo, paredes, pisos Yy
equipamientos por la presencia de restos de
materias primas que les sirven de nutrientes
(Heaton et al., 1990). Estos microorganismos
pueden ser transportados desde el ambiente
exterior al interior de la misma por el aire
ambiental, los operarios, los insumos y los
servicios, razon por la cual resulta necesario
aplicar medidas apropiadas para evitar
contaminaciones cruzadas y minimizar su



presencia, ya que si no se realiza una higiene
adecuada, los microorganismos permanecen y
los alimentos pueden ser portadores de agentes
causantes de enfermedades de transmision
alimentaria (ETA). Se debe implementar un
programa adecuado de limpieza y desinfeccion,
en forma regular y suficiente que permita un
ambiente de trabajo apto para la produccion de
alimentos y evitar asi problemas sanitarios por
consumo de productos contaminados con
microorganismos en si, con sus productos
metabolicos o sus toxinas (Marriott, 1997;
Caballero-Torres y Lengomin-Fernandez, 1998;
Wildbrett, 2000; Lépez-V. et al., 2001; 2002;
Bousser, 2002; Singh, 2005; Brifiez-Zambrano,
2006).

La demanda de productos minimamente
procesados es creciente tanto en los mercados
nacionales como internacionales. La inocuidad
de estos productos es un tema que preocupa
tanto a procesadores, como a agencias de
regulacion y a consumidores. Debido al
crecimiento en su consumo, las industrias han
buscado métodos méas eficaces para evitar el
deterioro por microorganismos y prolongar la
vida util, como también, controlar los brotes de
ETA por causa de estos productos. Se plantea
entonces, un mayor interés en mejorar las
técnicas de sanitizacion tradicionales 'y
encontrar nuevos procedimientos que las
superen en eficiencia (Aguayo et al., 2007).

Las frutas y hortalizas presentan una
tendencia inherente a deteriorarse por razones
mecanicas,  fisioldgicas, bioldgicas vy
ambientales. El porcentaje de las pérdidas por
deterioro de estos productos es estimado entre 5
y 25 % en paises industrializados y entre 20 y
50 % en paises en desarrollo. Para disminuir
estas pérdidas y poder satisfacer las crecientes
necesidades de consumo de estos productos se
debe tomar conciencia de la importancia de
cada aspecto inherente al manejo y a la vida de
estos productos perecederos, tanto en su ciclo
productivo, como después de su recoleccion
(Parra-Coronado y  Hernandez-Hernandez,
2007). La contaminacion superficial de frutas y
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hortalizas varia en numero vy tipo, dependiendo
del producto y del manejo, previo y posterior a
la cosecha que dicho producto haya recibido
(Garmendia y Vero, 2006).

Existen varios métodos para reducir la
flora superficial de frutas y hortalizas. Cada
método tiene ventajas y  desventajas
dependiendo del tipo de producto y del proceso.
En general los métodos utilizados se agrupan en
procesos fisicos y quimicos (Frison y
Chiericatti, 2009; 2010). Entre los métodos
fisicos se pueden mencionar: remocion
mecanica, tratamientos térmicos, radiacion con
luz ultravioleta. Asimismo, existen
determinadas sustancias quimicas que pueden
actuar sobre los microorganismos para reducir o
inhibir su crecimiento como hipoclorito de
sodio, &cido peracético, compuestos a base de
amonio cuaternario y ozono (Davidson vy
Harrison, 2002; Garmendia y Vero, 2006;
Manivannan, 2007). El agua que entra en
contacto con frutas y hortalizas debe ser
potable. La desinfeccibn del agua es
considerada un punto de control critico ya que
minimiza la reduccion de patégenos (Plaza et
al., 2007). No existe un producto perfecto y
solo la combinacion: eficacia — toxicidad —
costo, permite una escala de valor que se
optimiza con las condiciones de uso
(temperatura, tiempo de contacto, entre otros)
(Criquelion et al., 2002).

La industria alimentaria dirige sus
investigaciones al desarrollo de nuevas
tecnologias y a la aplicacion de sanitizantes
seguros Yy efectivos. El ozono, dado su elevado
poder germicida y su descomposicion
espontanea a oxigeno, se ha convertido en un
agente potencial para garantizar la seguridad
microbiologica y la calidad de los alimentos
(Kim et al., 1999; Rice, 2005; Naito, 2009). El
0zOno es un poderoso agente oxidante y su
accion antimicrobiana es extremadamente
rapida. Consta de 3 atomos de oxigeno, es
inestable y se descompone con cierta facilidad
en oxigeno normal y oxigeno naciente. Debido
a esta caracteristica, actia con gran eficiencia
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como desinfectante y se constituye como el mas
serio competidor del cloro ya que no forma
compuestos toxicos de degradacion. Por su
tendencia a transformarse de nuevo en oxigeno
molecular, esta tecnologia es limpia, segura y
eficiente, y no agrede al medio ambiente, ya
que deja como residuo moléculas de oxigeno.
Estos aspectos favorecen su empleo en la
industria alimentaria (Larocque y Eng., 1999;
Kim y Yousef, 2000; Khadre y Yousef, 2001,
Graham, 2002; Aguayo et al., 2005; Loeb,
2005; Ricaurte-Galindo, 2006; Aguayo et al.,
2007).

El ozono se puede generar por el
método de descarga corona, que es el mas
utilizado para aplicaciones comerciales. En esta
técnica, se usa un generador que esta formado
por dos electrodos, uno de alta y otro de baja
tension, separados por un medio dieléctrico
pegado al electrodo de alta tensién, de forma
que se crea un espacio entre la capa de material
y el electrodo de baja tension, llamado hueco de
descarga. Cuando se aplica una corriente
alterna de alto voltaje a través del hueco de
descarga en presencia de aire u O,, se excitan
los electrones del O, produciéndose la ruptura
de la molécula de Oy; los 2 atomos libres se
combinan con 2 moléculas de O, y se forman
2 moléculas de O3 (Guzel-Seydim et al., 2003;
2004).

Considerando la creciente demanda de
productos minimamente procesados y la
necesidad de asegurar la calidad de las frutas y
hortalizas, se propuso estudiar los efectos del
agua ozonizada frente a bacterias causantes de
ETA vy frente a mohos fitopatdgenos,
micotoxicogénicos y alterantes de frutas y
hortalizas.

MATERIALES Y METODOS
Equipo utilizado
El equipo utilizado genera ozono por la

técnica de descarga eléctrica tipo corona. La
concentracion de ozono se determind midiendo

la Absorbancia con un espectrofotometro marca
Spectrum Serie SP-1103, a 600 £ 10 nm. Se
aplico el método colorimétrico del indigo que
es preciso, rapido y sensible (el limite de
deteccion es 0,005 ug/mL 03)
(APHA/AWWA/WEF, 1998). Este equipo fue
disefiado y provisto por la Empresa Agua
Ozonizada Santo Tomé (Santa Fe, Argentina) y
operado por personal de la misma firma.

Cepas utilizadas

Las bacterias utilizadas para realizar los
ensayos fueron: Bacillus cereus, Pseudomonas
sp., Escherichia coli, Sthaphylococcus aureus y
Salmonella sp. Los mohos utilizados para
realizar los ensayos fueron: Aspergillus niger,
Penicillium digitatum, Alternaria alternata y
Cladosporium cladosporioides. Estos
microorganismos fueron suministrados por el
Cepario del Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ingenieria Quimica de la
Universidad Nacional del Litoral, Santa Fe,
Argentina.

Ensayo in vitro del agua ozonizada

Se realizaron ensayos in vitro mediante
Test de Suspension acorde a las normas NF
T72-151, T72-200, T72-201, T72-230 y T72-
231 (AFNOR, 1997). Para cada una de las
bacterias en estudio se coloc6 1 mL de cultivo
en fase exponencial, de concentracién 10° - 10’
células/mL, y para cada uno de los mohos en
estudio se coloc6 1 mL de suspension de
conidios en fase exponencial de crecimiento, de
concentracién 10° - 10° conidios/mL, en el
reactor de prueba que contenia 500 mL de agua
con el ozono disuelto a la concentracion de
ensayo determinada. Para el ensayo con
bacterias, se tomaron muestras a 4 tiempos
diferentes (30 segundos, 1, 3, y 5 minutos) y se
realizaron recuentos microbiologicos
cultivando en placas con medio Agar Soya
(Biokar Diagnostics, Francia), e incubando a 37
°C por 24 a 48 h. Para el ensayo con los mohos,



se tomaron muestras a 4 tiempos diferentes (1,
5, 15 y 30 minutos) y se realizaron recuentos
microbiologicos cultivando en placas con
medio Agar Extracto de Malta (‘Malt Extract
Agar’, MEA), e incubando por 7 dias a 25 °C.
Todos los ensayos se realizaron a temperatura
ambiental (25 °C) y por triplicado. Se
estudiaron 2 concentraciones de 0zono en agua:

1y2ppm.

Efecto del agua ozonizada sobre
lechuga (Lactuca sativa L.) y naranjas
enteras (Citrus sinensis L.)

Las muestras de hojas de lechuga
(Lactuca sativa L.) y frutos de naranja (Citrus
sinensis L.)  fueron adquiridas  de
establecimientos comerciales y se seleccionaron
sin dafios aparentes. Posteriormente se
realizaron ensayos sobre hojas de lechuga
limpias, lavadas con agua estéril, que contenian
inoculadas las bacterias en estudio y sobre
naranjas enteras limpias, lavadas con agua
estéril, que contenian inoculados los conidios
de los mohos en estudio. En todos los casos las
condiciones de concentracion de ozono y
temperatura se mantuvieron constantes durante
todo el tiempo de ensayo.

Ensayo sobre hojas de lechuga
(Lactuca sativa L.)

Se inocularon, por separado, hojas de
lechuga limpias (10 gramos) lavadas con agua
estéril con 1 mL de cultivo bacteriano de cada
especie, de concentracion 10° células/mL para
Bacillus cereus, Pseudomonas sp., Escherichia
coli, Sthaphylococcus aureus y 10” células/mL
para Salmonella sp. Se dejaron secar durante 3
horas sobre placas de Petri estériles en corriente
de aire estéril provisto por un equipo de flujo
laminar Casiba HL2B (Casiba, S. A., Caseros,
Argentina). Luego se sumergieron en agua
ozonizada en condiciones de concentracion y
tiempo establecidos en el ensayo in vitro que
resulto eficiente para la bacteria en estudio. Una
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vez finalizado el ensayo, se realizo el recuento
de las bacterias sobrevivientes a la accion del
ozono tomando del sobrenadante alicuotas de 1
mL que se sembraron en medio Agar Soya
(Biokar Diagnostics, Francia) y se incubaron
por 24 a 48 horas a 37 °C.

Ensayo sobre
sinensis L.) enteras

naranjas (Citrus

Se inocularon, por separado, naranjas
enteras lavadas con agua estéril con 1 mL de
suspension de conidios de cada especie, de
concentracion 10° conidios/mL para Aspergillus
niger, Penicillium digitatum, Cladosporium
cladosporioides y 10° conidios/mL para
Alternaria alternata. Se dejaron secar durante 3
horas sobre placas de Petri estériles en corriente
de aire estéril provisto por el equipo de flujo
laminar Casiba HL2B (Casiba, S. A,
Argentina). Luego se sumergieron en agua
ozonizada en condiciones de concentracion y
tiempo establecidos en el ensayo in vitro que
result6 eficiente para los mohos en estudio. Una
vez finalizado el ensayo, se realizo el recuento
de los conidios sobrevivientes a la accion del
ozono tomando del sobrenadante alicuotas de 1
mL que se sembraron en medio MEA e
incubaron luego por 5 dias a 25 °C.

Célculo de la eficiencia
Se calculd la eficiencia del tratamiento
sanitizante sobre las hojas de lechuga y sobre

naranjas enteras aplicando la siguiente férmula:

E%= [(Cof Cf) / Co] x 100

Donde:

E % : es el porcentaje de eficiencia de muerte
Co : es la concentracion inicial del
microorganismo en estudio

Cs : es la concentracion final del

microorganismo en estudio

Para que la operacién de sanitizacion se
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considere segura en la industria alimentaria,
deberd reducir 5 drdenes logaritmicos la
concentracion inicial de bacterias (E % 99,999)
y 4 Ordenes logaritmicos (E % 99,99) la
concentracion inicial de los mohos (Bloomfield
y Looney, 1992; Lopez-V. et al., 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION
Ensayo in vitro del agua ozonizada
En los Cuadros 1 y 2 se pueden observar

los resultados obtenidos in vitro tanto en la
inactivacion de las bacterias como de los mohos

estudiados a los diferentes tiempos de ensayo.
En ensayo in vitro se logré determinar el
siguiente orden descendente de resistencia de
bacterias: B. cereus, Pseudomonas sp., E. coli,
S. aureus y Salmonella sp. siendo B. cereus el
mas resistente ya que se trata de una bacteria
formadora de esporos. Varios autores
concluyen en que existe una relacion entre las
caracteristicas morfoldgicas de los
microorganismos y su resistencia al ozono. Por
ello, es mas efectivo sobre bacterias vegetativas
que sobre bacterias esporuladas (Setlow, 2006;
Oulé et al., 2010) y sobre bacterias que tienen
la capacidad de formar biofilms protectores

Cuadro 1.- Eficiencia (E %) en la inactivacion de bacterias.

[O3] (2 ppm)

[O3] (1 ppm)

Tiempo :
(min) B. cereus Pseudomonas sp. E. coli S.aureus  Salmonella sp.
(E %) (E %) (E %) (E %) (E %)
0,5 99,913 99,945 99,912 99,993 99,997
1 99,952 99,979 99,999* 99,999* 99,999*
3 99,997 99,998 99,999* 99,999* 99,999*
5 99,999* 99,999* 99,999* 99,999* 99,999*
* Disminucién de 5 log (operacidn de sanitizacidn segura).
Cuadro 2.- Eficiencia (E %) en la inactivacion de mohos.
: [Os] (2 ppm) [Os] (1 ppm)
Tiempo ; — —
(min) A. niger P. digitatum A. alternata C. cladosporioides
(E %) (E %) (E %) (E %)
1 84,83 86,72 66,51 92,70
5 99,98 99,99* 99,69 99,99*
15 99,99* 99,99* 99,99* 99,99*
30 99,99* 99,99* 99,99* 99,99*

* Disminucion de 4 log (operacion de sanitizacion segura).



como Pseudomonas sp. A medida que el tiempo
de contacto entre los esporos y el ozono
aumenta, la reduccion de la poblacion es
mayor; las multiples capas de proteinas de los
esporos actian como filtro quimico y son una
barrera primaria contra el ozono (Finch et al.,
2001; Gil, 2003; Setlow, 2006; Plaza et al.,
2007; Naito, 2009).

Los resultados fueron coincidentes con
los obtenidos por Lee y Deininger (2000),
quienes encontraron que Bacillus spp. fue mas
resistente, y con Lezcano et al. (1999), quienes
al evaluar la resistencia al agua ozonizada de
bacterias, determinaron que Pseudomonas sp.
fue mas resistente que E. coli.

Kim y Yousef (2000) encontraron que el
0zono a una concentraciéon de 0,2 ppm
inactivaba 0,9 log de P. fluorescens en 30
segundos, mientras que al incrementar la
concentracion a 1,2 ppm la poblacion decrecia
5 log para un tiempo similar. En este trabajo se
necesitaron 5 minutos a una concentracion de 1
ppm para disminuir 5 log Pseudomonas sp. y
solo 1 minuto a la misma concentracién para
disminuir 5 log de E. coli, S. aureus y
Salmonella sp. El tiempo de exposicion es una
variable que influye en dicho tratamiento, ya
que a mayor tiempo de exposicién hay mayor
eficiencia.

Se logro determinar el siguiente orden
descendente de resistencia de mohos: A. niger,
P. digitatum, A. alternata y C. cladosporioides.
Siendo A. niger el mas resistente de los mohos
estudiados. Este orden de resistencia no fue
concordante con Plaza et al. (2007) quienes
encontraron que Alternaria sp. fue el moho mas
resistente a la accion del ozono, ya que con
tiempos de exposicion prolongados de 30
minutos solo lograron reducir la poblacion en
63,2 %; pero se coincide con los autores en que
son necesarios tiempos de exposicion
superiores a 10 minutos para conseguir
reducciones en méas del 80 % de la poblacion
fangica de la mayoria de los patdgenos
poscosecha. En este trabajo se necesitaron 15
minutos a concentracion de 1 ppm para
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disminuir 4 log los recuentos de A. alternata y
el mismo tiempo pero a concentracion de 2 ppm
para disminuir 4 log los recuentos de A. niger.
Smilanick et al. (1999) lograron reducir entre el
95y el 100 % la concentracion de esporos de P.
digitatum a concentracion de 1,5 pg/mL (ppm)
por 2 minutos, mientras que en este trabajo se
necesitaron  concentraciones y  tiempos
mayores. La sensibilidad de los conidios
fungicos al ozono varia de acuerdo al género y
a las condiciones ambientales (Restaino et al.,
1995); y bajo ciertas dosis puede inhibir directa
0 indirectamente la actividad enzimatica del
hongo (Roushdy et al., 2011).

Efecto del agua ozonizada sobre hojas de
lechuga (Lactuca sativa L.)

Se utilizé una concentracion de 2 ppm y
un tiempo de ensayo de 5 minutos ya que bajo
estas condiciones se inactivd de manera
eficiente la bacteria mas resistente en estudio
(B. cereus). En esta decision se tuvo en cuenta
también, que el ozono por encima de un umbral
de concentracion deteriora las caracteristicas
sensoriales de las hortalizas (Wei et al., 2007;
Bataller-Venta et al., 2010) por lo tanto se
adoptdé una solucion de compromiso entre la
concentracion de ozono y tiempo de exposicion
con el menor deterioro sensorial. Los resultados
se observan en la Fig. 1.

Para E. coli se obtuvo una eficiencia
porcentual de 99,933, lo que indicd6 una
reduccién en la poblacion de mas de 3 log. Este
resultado no fue coincidente con los publicados
por Singh et al. (2002) quienes redujeron 0,92
log la poblacion de E. coli O157:H7 en lavado
de lechuga con agua ozonizada a concentracion
de 9,7 ppm durante un tiempo de exposicion de
5 min; ni con Achen y Yousef (2001) quienes
obtuvieron reducciones de 2,6 log en la
poblacién de E. coli O157:H7, inoculadas en
manzanas pero las trataron en agua con 22 a 24
ppm de ozono durante 3 minutos.

En el tratamiento, para S. aureus se
obtuvo una eficiencia porcentual de 99,900 lo
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Figura 1.- Eficiencia del tratamiento con agua ozonizada (2 ppm O3 X 5 min) sobre hojas de lechuga.

cual indicé 3 log de reduccién decimal en su
concentracion, para Pseudomonas sp se obtuvo
99,800 % (2 log de reduccion decimal), para
Salmonella sp. 99,775 % (2 log de reduccién
decimal) y para B. cereus 99,760 % (2 log de
reduccion decimal). Bajo estas condiciones de
ensayo no se logré reducir los 5 log (99,999 %
de eficiencia) necesarios para que la
sanitizacion se considere segura para la
industria  alimenticia. Esto implica que
permanecen microorganismos viables sobre las
hojas de lechuga lo que seria un riesgo
potencial si este producto es consumido por
nifios, mujeres embarazadas, adultos mayores o
inmunodeprimidos.  Estos  resultados  son
coincidentes con Baur et al. (2004) quienes

lavaron hojas de lechuga con agua ozonizada a
1 mg/L (ppm) por 2 minutos sin lograr una
reduccion significativa.

Varios autores coinciden en que cuando
se desea inactivar los microorganismos
presentes en un alimento se deben utilizar dosis
altas de ozono para eliminarlos ya que los
constituyentes organicos del alimento y el
medio reaccionan facilmente con el ozono
reduciendo su capacidad sanitizante (Aguayo et
al., 2005; Garmendia y Vero, 2006). Aunque un
exceso de ozono, puede ocasionar dafios en los
tejidos del producto con algin deterioro o
pérdida de calidad. Por lo que la aplicacion
adecuada del ozono es una alternativa de
tratamiento sustentable en la poscosecha de



frutas y hortalizas. Sin embargo, se recomienda
realizar un estudio previo de las condiciones de
tratamiento para cada producto (Bataller-Venta
etal., 2010).

Efecto del agua ozonizada sobre naranjas
(Citrus sinensis L.) enteras

Teniendo en cuenta que los conidios de
mohos por su estructura son mas resistentes al
ozono que las ceélulas vegetativas y que el
ozono causa deterioro sobre las caracteristicas
sensoriales e las frutas cuando se utiliza en
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concentraciones muy elevadas, se decidio
reducir un 50 % el tiempo de ensayo y
aumentar un 50 % la concentracién trabajando
a una concentracion de 3 ppm y un tiempo de
ensayo de 15 minutos. Los resultados se
observan en la Fig. 2.

En el tratamiento para  C.
cladosporioides se obtuvo wuna eficiencia
porcentual de 99,90 lo que indic6 una reduccion
de 3 log, para A. alternata una eficiencia 99,63
% (reduccion de 2 log), para P. digitatum 99,18
% y para A. niger de 99,04 %; con reduccion de
2 log para ambos mohos.

BC. cladosporioides
100,00 - 0A. alternata
B P digitatum
99.80 BA. niger
99,60 -
&
=
u -
£ 99,40
o
=
wl
99,20 -
99,00 -
98,80

Mohos estudiados

Figura 2.- Eficiencia del tratamiento con agua ozonizada (3 ppm O3 x 15 min) sobre naranjas enteras.
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Bajo dichas condiciones de ensayo no se
logré reducir los 4 log (99,99 % de eficiencia)
necesarios para que la sanitizacion se considere
segura para la industria alimenticia, con los
mohos  estudiados. Esto  implica  que
permanecen viables conidios sobre la superficie
de las naranjas que pueden deteriorar sus
caracteristicas sensoriales y reducir su vida util.
La eficacia del ozono es demostrada maés
facilmente cuando los microorganismos son
suspendidos y tratados en agua pura que en
sistemas complejos como alimentos (Khadre et
al., 2001).

Los resultados obtenidos no fueron
coincidentes con lo publicado por Smilanick et
al. (1999), quienes informaron que con agua
ozonizada sobre frutas se logré reducir la
germinacién de esporas de varias especies
fangicas (P. digitatum, P. italicum, P.
expansum, Botrytis cinerea y Monilinia
fructicola, entre otras) entre un 95 y 100 %, en
un tiempo de contacto de 2 minutos con agua
ozonizada de 15 pg/mL (ppm) de
concentracion;  destacando que  ninguna
sobrevivio en 3 minutos de contacto. Estos
mismos autores lograron reducir solo el 91 %
de la carga superficial de mohos sobre frutillas
(fresas) sumergidas por 2 minutos en agua
ozonizada de 4 pg/mL de concentracion.

La mejor forma de lograr un producto
de baja carga microbiana es evitar que el mismo
se contamine siguiendo buenas practicas
agricolas previas y posteriores a la cosecha. En
la mayoria de los casos, la reduccién de la carga
microbiana lograda sobre frutas y hortalizas no
supera el 90 6 99 % (Garmendia y Vero, 2006).

CONCLUSIONES

e EIl agua ozonizada resultd eficiente y
cumplié con los requisitos para que la
sanitizacion sea segura en la industria
alimenticia al trabajar con los
microorganismos in vitro (bacterias y
mohos).

e Cuando se realizaron ensayos sobre
hojas de lechuga y sobre naranjas
enteras, en ninguno de los ensayos se
logro la eficiencia porcentual requerida.

e Tomando en cuenta que las altas
concentraciones de bacterias 10° - 10’
células/mL y de conidios de mohos 10°
- 10° conidios/mL inoculadas en los
ensayos, para establecer la eficiencia del
agua  ozonizada como  agente
sanitizante, no se encuentran
normalmente en estos alimentos frescos
se puede inferir que el ozono seria
eficiente como sanitizante.
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